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El cáncer es una enfermedad crónica en la que determinadas células del organismo 
pierden el control del ciclo proliferativo y de la apoptosis, adquiriendo propiedades como 
migración, invasión y metástasis. Particularmente, el cáncer gástrico (CG) es altamente 
prevalente en Chile y el mundo, con elevadas tasas de mortalidad. Si bien el factor principal 
involucrado en la formación de CG es la infección por Helicobacter pylori, actualmente se sabe 
que aproximadamente el 10% del total de casos de CG en el mundo se encuentra relacionado con 
la infección por el virus Epstein-Barr (VEB). Este virus, también conocido como herpesvirus 
humano 4 (HHV-4), está relacionado en mayor medida con ciertas enfermedades respiratorias. 
Sin embargo, el hecho de ser factor relevante en CG, lo sitúa como candidato importante de 
estudio, en relación al desarrollo neoplásico y a la prognosis de esta malignidad asociada a VEB. 
La proteína antígeno nuclear 1 de Epstein-Barr (EBNA-1), es detectada en todas las malignidades 
relacionadas con VEB, y la característica principal de ésta proteína es su capacidad de establecer 
y mantener el estado alterado de las células infectadas. Además, EBNA-1 es requerida para la 
persistencia del genoma de VEB. Otro agente carcinogénico relevante en CG es el humo de 
cigarrillo. Previamente, se ha reportado que existe un incremento de casos de CG positivos para 
VEB en pacientes fumadores, respecto de los no fumadores. En ésta tesis se plantea la hipótesis: 
“La interacción funcional entre la oncoproteína EBNA-1 del VEB y los componentes del humo 
de cigarrillo en células de CG está asociado con un aumento en sus propiedades proliferativas y 
tumorales”. Se utilizó como modelo de estudio la línea celular AGS, correspondiente a células 
epiteliales gástricas tumorales. Esta línea celular fue transducida con un vector de expresión 
retroviral que contiene la región codificante para EBNA-1, y como control se empleó el mismo 
vector vacío. Se procedió a realizar ensayos de proliferación, clonogenicidad, tumorigenicidad in 
vitro (soft agar) y migración en células expuestas y no expuestas a condensado de humo de 
cigarrillo. Los resultados obtenidos confirman la hipótesis señalada anteriormente, puesto que se 
observa un incremento en las propiedades proliferativas y tumorales de las células epiteliales 
gástricas AGS en presencia de EBNA-1 y componentes de humo de cigarrillo. Esta tesis aporta 






ADNc:  ADN complementario 
CD21:  Grupo de diferenciación 21 
CG:  Cáncer gástrico 
CSC:  Condensado de humo de cigarrillo 
DMSO: Dimetilsulfóxido 
EBNA-1: Antígeno nuclear 1 del virus Epstein-Barr 
EBVaGC: Cáncer gástrico asociado a virus Epstein-Barr 
EMT:  Transición epitelio-mesénquima 
gp:  Glicoproteínas 
HHV-4: Herpes virus humano 4 
kDa:  Kilo dalton 
KSHV: Herpes virus asociado a sarcoma de Kaposi 
MSCV: Virus de célula madre de murino 
nm:  Nanómetros 
OR:   Odds ratio o razón de probabilidades. 
SFB:  Suero fetal bovino 
µg/mL: Microgramos por mililitro 
USP7:  Proteasa específica de ubiquitina 7 




3.1 Antecedentes epidemiológicos 
El cáncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad, con 
aproximadamente 14 millones de nuevos casos y 8 millones de muertes en el mundo sólo el año 
2012, afectando a poblaciones de todos los países y regiones. Entre los hombres, los cinco sitios 
más comunes de cáncer diagnosticado en 2012 fueron pulmón (16,7% del total), próstata 
(15,0%), colon y recto (10,0%), estómago (8.5%) e hígado (7,5%). Entre las mujeres, los cinco 
sitios más comunes de incidencia de cáncer en el mismo año fueron mama (25,2% del total), 
colon y recto (9,2%), pulmón (8,7%), cuello uterino (7,9%) y estómago (4,8%) ("World Cancer 
Report", 2014). Para todos los cánceres combinados (excluyendo cáncer de piel del tipo no-
melanoma), la tasa de incidencia más alta está asociada con países de altos ingresos de América 
del Norte y Europa del Este (junto a Japón, República de Corea, Australia y Nueva Zelanda). Más 
del 60% de los casos de cáncer a nivel mundial ocurren en África, Asia y América Central y del 
Sur, y esas regiones representan aproximadamente el 70% de muertes relacionadas con cáncer. 
En Chile, estudios estadísticos realizados hasta el año 2012, muestran que la mortalidad 
relacionada con cáncer, en ambos sexos, alcanzó al menos a 25.000 personas por año, 
considerando los 10 sitios de formación de cáncer más común (Ferlay et al. 2015).  
La mayoría de los cánceres están asociados a factores medioambientales (cerca del 90-
95% de los casos). El restante 5-10% de los casos son de origen familiar (Parsa, 2012). Los 
factores medioambientales tienen relación con cualquier causa que no es heredable, como son el 
estilo de vida, factores socioeconómicos, contaminación ambiental, hábito tabáquico, etc. Los 
factores medioambientales que contribuyen a la muerte por cáncer incluyen dieta y obesidad (30-
35%), infecciones (15-20%), tabaco (25-30%), radiación (10%), estrés, falta de actividad física y 
contaminantes medioambientales (Anand et al. 2008).  
Chile pertenece al grupo de países que tienen una incidencia de cáncer gástrico (CG) de 
más de 40 casos por cada 100.000 habitantes por año, junto con Ecuador, Costa Rica, China, 
Rusia y Japón, según datos de la agencia internacional de investigación en cáncer (IARC) 
("World Cancer Report", 2014). Además, de acuerdo con estadísticas nacionales, en 2012 hubo 
3.354 muertes por CG, con una tasa de mortalidad de 19,27 por 100.000 habitantes, en ambos 
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sexos (25,3 y 13,3 por 100.000 habitantes para hombres y mujeres, respectivamente) (DEIS, 
2012). Ambos datos permiten ubicar a Chile como uno de los países con mayor incidencia de CG 
en el mundo. Además, ha habido un incremento en la incidencia y mortalidad en algunas 
poblaciones indígenas en el mundo, como los inuit, maorí y mapuche. Los mapuches son el grupo 
indígena más grande en Chile y se estima que representan cerca del 10% de la población total del 
país, y el 80% de la población indígena. A pesar de una incidencia de CG notoriamente mayor en 
población mapuche en estudios internacionales, en estudios nacionales el factor de riesgo sólo ha 
sido probado en mujeres con ascendencia mapuche (Heise et al. 2009). Sin embargo, no puede 
ser ignorado el hecho de que la segunda tasa de mortalidad por CG en Chile se encuentra en la 
región de la Araucanía (DEIS, 2012). 
3.2 Cáncer gástrico: Definición y clasificación 
El cáncer gástrico (CG) es un tipo de tumor que afecta al estómago. Este tipo de cáncer se 
desarrolla cuando las células de la capa interna del estómago pierden el control proliferativo y 
forman tumores que pueden invadir los tejidos normales y, eventualmente, diseminarse a otras 
partes del organismo (Lawrence, 2001). El CG constituye la tercera causa de muertes 
relacionadas con cáncer en el mundo y es el quinto cáncer con más casos por año (Ferlay et al. 
2010). Sin embargo, la tasa de mortalidad ha bajado en la mayoría de los países pertenecientes al 
mundo industrializado. No obstante lo anterior, la sobrevida no ha mejorado, y el CG sigue 
siendo la principal causa de mortalidad por cáncer en varios países ("World Cancer Report", 
2014).  
El desarrollo de CG es el resultado de una interacción compleja entre factores 
ambientales, genéticos y nutricionales, por lo que es considerado una enfermedad multifactorial 
(La Torre et al. 2009). Entre los factores ambientales, la infección por Helicobacter pylori y virus 
Epstein-Barr (VEB), el hábito tabáquico y exposición a humo de cigarrillo, la ingesta de alcohol, 
el bajo consumo de frutas y verduras, el alto consumo de sal y azúcar y la falta de refrigeración 
de alimentos, parecen tener un rol clave en su desarrollo. La dieta y la predisposición genética 
actúan en la membrana gástrica, además de factores medioambientales. Estos son capaces de 
provocar gastritis superficial crónica, la cual evoluciona a gastritis crónica atrófica. Finalmente, 
esto puede desencadenar metaplasia intestinal y desarrollo posterior de CG (Park y Kim, 2015).  
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De acuerdo al sitio de ocurrencia, dos tipos importantes de CG pueden ser caracterizados: 
carcinoma del corpus y del cardias, el cual surge inmediatamente por debajo de la unión 
gastroesofágica. El cáncer de cardias representa una entidad patológica y etiológica, con una 
fuerte predominancia masculina, y una alta incidencia en EE.UU y Europa, donde representa 
entre el 5-10% de todos los CG (Correa y Piazuelo, 2012). Además, hay variadas clasificaciones 
de CG, como las de Lauren, Ming, TNM, OMS, entre otras, las cuales son aceptadas, pero 
ninguna es concluyente o que contenga a las demás (Shinozaki-Ushiku et al. 2015). Estas 
clasificaciones permiten caracterizar carcinomas dependiendo de su forma, histología, etapa, 
metástasis y localización. Entre ellas, la clasificación histológica clásica de Lauren identifica dos 
tipos principales de CG: difuso e intestinal, con una frecuencia del 33% y 53%, respectivamente. 
El restante 14% es considerado como indiferenciado. Además, la clasificación de Lauren es 
utilizada en estudios epidemiológicos, ya que el CG de tipo intestinal es más frecuente en los 
países de alto riesgo. El CG de tipo intestinal es bien o moderadamente diferenciado, mientras 
que el CG de tipo difuso corresponde a una variedad infiltrativa, el cual es pobremente 
diferenciado, y preferentemente localizado en el fundus. La incidencia de CG en el mundo ha 
disminuido, lo cual ha sido asociado a una baja en el CG de tipo intestinal (Trédaniel et al. 1997). 
Los tumores en el cardias tienen peores tasas de sobrevida y mayor mortalidad (Crew y 
Neugut, 2006). Estos tumores han sido asociados con ciertos polimorfismos genéticos en 
poblaciones de alta prevalencia, como las variantes del gen XRCC1, encontrados en la población 
china (Shen et al. 2000). Dado el aumento de CG de cardias en la población chilena, la 
investigación de este tipo de cáncer puede proveer detalles relevantes en cuanto a la etiopatogenia 
de esta enfermedad, así como también los factores predictivos. Un ejemplo de aquello es el 
estudio de la cohorte MAUCO, lo cual está actualmente en desarrollo, y que incluye a la 
población de la comuna de Molina, una ciudad en el área centro-sur de Chile, que tiene una 
incidencia alta de CG (Ferreccio et al. 2015). Este estudio investigará los factores de exposición 
relacionados con enfermedades crónicas, y podrá crear un banco de datos, sentando las bases para 




3.3 Causas del cáncer gástrico 
Las investigaciones relacionadas con la formación y causas del adenocarcinoma gástrico 
han permitido entender el desarrollo del subtipo intestinal, el cual progresa desde una gastritis 
crónica superficial, metaplasia atrófica crónica, displasia y finalmente en formación de cáncer 
(Correa y Piazuelo, 2012). Este proceso ha sido asociado con múltiples factores; el más 
significativo es la infección por H. pylori (Parsonnet et al. 1991) y un alto consumo de sal 
(Correa, 1992). Efectivamente, en Chile hay una alta prevalencia de H. pylori en adultos y niños 
(73% y 18,1%, respectivamente), y un alto consumo de sal, del orden de 9 gramos al día, lo cual 
aumenta el riesgo de desarrollo de CG en presencia de infección por H. pylori (Jaime et al. 2013). 
Otro precedente importante que se debe considerar es que el 80% de la población tiene un estilo 
de vida sedentario, 25% sufre de obesidad y esta situación ha sido asociada indirectamente con el 
desarrollo de CG proximal.  
Se ha establecido que en la mayoría de los casos de CG, un precedente hereditario no 
puede ser definido, y en los casos familiares, que no representan más del 15% del total de 
pacientes con esta patología, no ha sido posible encontrar una mutación genética inicial. No 
obstante lo anterior, en algunos síndromes familiares, ha sido posible identificar mutaciones en el 
gen CDH1 en CG difuso hereditario (Graziano et al. 2003). Los factores genéticos adquiridos 
parecen tener un rol fundamental en el desarrollo de CG, incluyendo alteraciones que generan 
inestabilidad cromosomal, como aneuploidía, translocaciones, inserciones y deleciones o pérdida 
de heterocigocidad. Entre las alteraciones más importantes que se han descrito y están 
fuertemente ligados al desarrollo de CG, está la inestabilidad de microsatélites y alteración de 
factores epigenéticos (Tsai y Baylin, 2011). Si ciertos genes se encuentran inactivados por algún 
motivo, por ejemplo debido a hipermetilación en su región promotora, las mutaciones en estas 
secuencias serán acumuladas, generando inestabilidad de microsatélites. De esta forma, dicha 
inestabilidad refleja alteraciones en la maquinaria de reparación celular, que puede producir 
alteraciones determinantes en el desarrollo de la neoplasia, como la inactivación de genes 
supresores de tumores (Roa et al. 2003). 
El estudio del gen reprimo ha abierto una interesante línea de investigación en el estudio 
de formación tumoral. El gen reprimo está localizado en el cromosoma 2q23.3 y codifica una 
proteína altamente glicosilada, siendo capaz de detener a células anormales en la fase G2. Su 
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inactivación es producida por metilación del ADN, y ha sido encontrada de esa forma en 
múltiples tumores en etapas tempranas. En CG, este gen ha sido encontrado en forma metilada en 
más del 95% de los tumores estudiados, y en recientes estudios, estos porcentajes de metilación 
han sido confirmados, incluso en etapas tempranas de la enfermedad (Bernal et al. 2008). Por 
estas razones, el gen reprimo metilado se ha convertido en un potencial biomarcador en CG, así 
como también en un eventual marcador predictivo. 
Una de las causas más conocidas de CG es la infección por H. pylori, bacteria gram 
negativa con forma helicoidal que produce inflamación de la mucosa gástrica, la cual puede 
progresar llevando a la producción desde úlceras gástricas hasta CG. Específicamente en los 
casos de infección como una causa de desarrollo de cáncer, estimaciones ubican el riesgo 
mundial de esta enfermedad en un 16,1%, lo que hace que este tipo de infecciones sean tan 
relevantes de estudiar (De Martel et al. 2012).  
3.3.1 Oncovirus 
Se conocen como oncovirus a aquellos virus que se han asociado a desarrollo neoplásico. 
En el mundo, el 16,1% de los cánceres en humanos están asociados a infecciones y, 
particularmente, el 11,9% son causados por uno de los siguientes siete virus: virus del papiloma 
humano (VPH), virus hepatitis B y C, virus Epstein-Barr (VEB), virus linfotrópico humano de 
células T del tipo 1 (HTLV-1), herpes virus humano asociado a sarcoma de Kaposi (KSHV) y 
poliomavirus de células de Merkel (MCPyV) (Oh y Weiderpass, 2014). Los datos experimentales 
y epidemiológicos han permitido establecer un papel causal para estos virus en cáncer, y parecen 
ser el segundo factor de riesgo más importante en su desarrollo, superado sólo por el hábito 
tabáquico (H Zur Hausen, 1996). El primer oncovirus humano identificado, venía de células del 
linfoma de Burkitt. Este virus es formalmente conocido como herpesvirus humano tipo 4, pero 
más comúnmente llamado virus Epstein-Barr (VEB). 
Como se ha mencionado previamente, el principal agente infeccioso relacionado 
etiológicamente a CG es H. pylori. Sin embargo, se han reportado otros factores importantes 
involucrados en el desarrollo de tumores gástricos en el mundo, y uno de ellos es el virus 
Epstein-Barr (VEB) (Camargo et al. 2014). Sin embargo, no se ha establecido claramente la 
función desempeñada por este virus en el desarrollo de CG. 
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3.4 Virus Epstein-Barr 
El virus Epstein-Barr (VEB) o Herpesvirus Humano 4 (HHV-4) es un virus de la familia 
herpesviridae y de la subfamilia gammaherpesviridae. Además, es uno de los virus más comunes 
en los seres humanos. Este virus tiene entre 122 a 180 nm de diámetro y está compuesto de ADN 
de doble hebra lineal de cerca de 172.000 pares de bases, encerrado por una nucleocápside, la 
cual está rodeada por un tegumento de proteínas que, a su vez está rodeado por su envoltura 
externa, con abundantes glicoproteínas. Éstas son las responsables de la interacción con 
receptores celulares específicos y, en consecuencia, determinan el tropismo celular de la partícula 
viral (Figura 1A). Este virus puede ser visualizado mediante microscopía electrónica, al igual 
que los demás miembros de su familia (Figura 1B). Entre las proteínas que constituyen la 
cápside del VEB, las de mayor tamaño pesan 160, 47 y 28 kDa. La envoltura externa muestra 4 
glicoproteínas y 2 proteínas no glicosiladas: gp350/220, gp250/200, gp115, gp85, p160 y p140. 
El genoma viral contiene alrededor de 85 genes (Figura 1C), infecta a más del 90% de la 
población mundial, y establece infecciones latentes y de largo plazo (Amon y Farrell, 2005). La 
infección por VEB está ampliamente distribuida, y el virus es transmitido horizontalmente 
mediante secreciones nasofaríngeas. La infección primaria en niños es acompañada por pocas, 
sino ninguna manifestación sistémica, pero esto resulta en producción a lo largo de la vida de 
anticuerpos específicos contra el virus e inmunidad permanente a la reinfección. En contraste, el 
50% de aquellos sujetos que experimentan infección primaria en la temprana adultez, desarrollan 
mononucleosis infecciosa (Depper y Zvaifler, 1981).  
El tropismo viral se refiere a los tipos de células que infecta el virus. El VEB puede 
infectar diferentes tipos de células, especialmente linfocitos B y células epiteliales (Wu y Hutt-
Fletcher, 2007). En efecto, pocas células en el organismo tienen los receptores que utiliza el virus 





Figura 1. Esquema del virus Epstein-Barr. Las características de VEB se pueden observar en 
esta figura. (A) Conformación física de VEB, conteniendo su envoltura, nucleocápside y 
tegumento viral, al igual que ADN de doble hebra lineal. (B) Microscopía electrónica del virus 
Epstein-Barr. (C) Genoma de ADN circular de doble hebra del Virus Epstein-Barr, cuando 
ingresa a células epiteliales o linfocitos B, el cual es de aproximadamente 172.000 pares de bases. 
El origen de replicación plasmidial (OriP) se muestra en naranjo; Las flechas verdes sólidas 
representan exones que codifican cada proteína latente, y las flechas indican la dirección en 
donde los genes que codifican para estas protéinas son transcritos. La flecha verde externa larga 
representa la transcripción de VEB durante latencia tipo III. La flecha pequeña interna roja 
representa el transcrito de EBNA-1, que se origina desde Qp (Amon y Farrell, 2005).  
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Para el ingreso eficiente de VEB a las células B se requiere, como mínimo 5 
glicoproteínas y 3 proteínas celulares (Hutt-Fletcher, 2007). Inicialmente, una de las más 
abundantes en la envoltura del virus, gp 350/220, es la responsable de la adhesión del virus con el 
receptor celular CD21 (también conocido como CR2 o receptor de VEB) (Johannsen et al. 2004). 
El virus es luego endocitado en un compartimiento de bajo pH, en donde la fusión ocurre como 
resultado de la actividad de 3 proteínas, las cuales son componentes de lo que es conocido como 
la “maquinaria de fusión central” (Spear y Longnecker, 2003). Esta maquinaria, común entre los 
virus herpes, consiste en un homotrímero de la glicoproteína gB y un heterodímero de las 
glicoproteínas gH/gL (Connolly et al. 2011). La quinta glicoproteína viral que VEB requiere para 
ingresar a las células B es gp42, la cual se une directamente con gH y, al hacerlo, cambia el 
complejo dímerico de gH/gL en un complejo trimérico gHgLgp42 (Dharnidharka y 
Mohanakumar, 2015). Además, la glicoproteína gp42 interactúa con el antígeno leucocitario 
humano (HLA) de clase II, y esta interacción activa la maquinaria de fusión central (Odumade et 
al. 2011) (Figura 2). 
Para ingresar a las células epiteliales, la proteína viral BMRF-2 puede unirse con las 
integrinas β1 celulares. Entonces, la glicoproteína viral gH/gL interactúa con las integrinas αvβ5, 
αvβ6 o αvβ8 celulares, lo cual desencadena la fusión de la envoltura viral con la membrana de la 
célula epitelial (Chesnokova y Hutt-Fletcher, 2011). A diferencia de la entrada en células B, la 
entrada en células epiteliales, en realidad es impedida por la glicoproteína viral gp42 (Thorley-
Lawson, 2015). La fusión con las células epiteliales es distinta a la fusión con las células B. Aquí, 
dicha fusión ocurre a pH neutro y no requiere endocitosis, sino que fusión con la membrana 
plasmática (Miller y Hutt-Fletcher, 1992) (Figura 2). Luego, el genoma viral es mantenido como 
un episoma. Los ciclos de replicación están bien establecidos en VEB. Existe tanto replicación 





Figura 2. Entrada de VEB al linfocito B y célula epitelial. Cuando el VEB ingresa a las células 
B, utiliza las glicoproteínas gp350/gp220, el complejo gHgLgp42 y el trímero gB virales, las 
cuales se unen específicamente a receptores de los linfocitos B (CD21, HLA clase II). La 
endocitosis ocurre en el citoplasma a niveles bajos de pH, y posterior a aquello, el ADN de doble 
hebra entra al núcleo, donde se circulariza, y se une al hospedero; esto puede ocurrir tanto 
durante la latencia como en replicación lítica. En el caso de las células epiteliales, distintos 
elementos son utilizados para ingresar, pero sin gp42, la cual solo se utiliza cuando el virus 
ingresa a las células B. En células epiteliales no ocurre endocitosis, sino que fusión con la 
membrana plasmática a niveles neutros de pH, y luego ocurre la posterior entrada del ADN lineal 






Durante la latencia viral, no se generan viriones; en su lugar, el genoma del virus se 
circulariza, reside en el núcleo de la célula como un episoma y no es integrado al genoma del 
hospedero (Ott et al. 1994). En la latencia, sólo una parte de los genes del virus se expresan. Se 
ha descrito que VEB puede exhibir tres programas de latencia: Latencia I, II y III. Cada programa 
lleva a la producción de un set limitado y distinto de proteínas y ARNs virales (Calderwood, 
2007). Dentro de los linfocitos B, los tres programas de latencia son posibles. La latencia de VEB 
dentro de estas células, usualmente progresa de latencia III a latencia II, y finalmente a latencia I 
(Robertson, 2010). Cada etapa de latencia influencia únicamente el comportamiento de linfocitos 
B. Luego de infectar una célula B nueva, el VEB entra en latencia III. El conjunto de proteínas y 
ARNs producidos en latencia III activa los linfocitos B (Tabla 1). Luego, el virus restringe su 
expresión génica y entra en latencia II. El conjunto de proteínas producidas en este programa 
induce al linfocito B a diferenciarse en una célula B de memoria (Odumade et al. 2011). 
Finalmente, el VEB restringe la expresión génica aún más, y entra en latencia I. La expresión de 
EBNA-1 permite al genoma de VEB replicarse cuando las células B de memoria se dividen. La 
infección latente de VEB en linfocitos B es necesaria para la persistencia del virus, su replicación 




EBNA-1 EBNA-2 EBNA-3A 
EBNA-3B 
EBNA-3C 
EBNA-LP LMP1 LMP2 EBER 
Latencia I + - - - - - + 
Latencia II + - - + + + + 
Latencia III + + + + + + + 
Tabla 1. Productos de expresión en cada uno de los programas de latencia de VEB. Se 
observa la expresión de genes virales y ARNs pequeños (EBER) durante los distintos tipos de 





3.4.2 Replicación lítica 
La persistencia de VEB en individuos infectados, involucra la reactivación ocasional del 
virus en su estado lítico (Hong et al. 2005). Ésta ocurre generalmente en células epiteliales de la 
orofaringe, y es necesaria para producir las partículas virales responsables de la propagación viral 
(Rickinson, 1996). La replicación lítica se traduce en la producción de viriones. Para que se 
produzca este tipo de replicación, el genoma viral debe linealizarse previamente. Durante este 
proceso, la ADN polimerasa viral es responsable de la copia del genoma viral lo cual contrasta 
con la etapa de latencia en la cual el genoma viral es replicado por la ADN polimerasa de la 
célula hospedera. 
El cambio de infección latente a lítica de VEB involucra la expresión de la proteína 
BZLF1 de VEB (también conocida como ZEBRA, ZTA, Z y EB1). Esta proteína es suficiente 
para iniciar la cascada de expresión de proteínas líticas y la replicación del ADN (Kenney, 2007). 
BZLF1 es una proteína que se une al ADN e induce la producción del factor de transcripción 
BRLF1. Ambos actúan sinérgicamente para inducir la expresión de los demás genes líticos de 
VEB (Feederle et al. 2000). Finalmente, los productos génicos líticos tardíos tienden a ser 
proteínas con funciones estructurales, como VCA, que forma la cápside viral, y BCRF1, que 
permite al virus evadir el sistema inmune (Amon y Farrell, 2005). 
A diferencia de la replicación lítica de muchos otros virus, la de VEB no lleva 
inevitablemente a la lisis de la célula hospedera, debido a que los viriones son producidos por 
yemación a partir de la célula infectada. Las proteínas líticas incluyen gp350 y gp110. 
3.4.3 Reactivación 
El estado de latencia del VEB en linfocitos B puede ser alterado a replicación lítica. Hay 
evidencia que esto ocurre in vivo, pero los factores que gatillan esta acción no son conocidos con 
certeza. Se ha demostrado in vitro que la latencia del VEB en linfocitos B puede ser reactivada 
estimulando el receptor de células B, además de poder ser activado tratando a dichas células con 
butirato de sodio o éster de forbol (TPA) (Kati et al. 2013). También, se postula que existe un 
programa en el que se apaga toda la expresión de proteínas virales (Latencia 0). Sin embargo, el 
único producto génico que se expresa inmediatamente después de la infección y se encuentra 
activado en los tres programas de latencia, es la proteína EBNA-1 (Odumade et al. 2011). 
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3.5 Antígeno Nuclear 1 de Epstein-Barr (EBNA-1) 
EBNA-1 es una proteína viral dimérica multifuncional. Es la única proteína de VEB 
detectada en todas las malignidades relacionadas a este virus (Humme et al. 2003), y es 
importante en establecer y mantener el estado alterado de las células cuando son infectadas por el 
VEB (Duellman et al. 2009). La proteína EBNA-1 es necesaria en muchas funciones de VEB, 
incluyendo regulación génica, replicación extracromosomal y mantenimiento del genoma 
episomal de VEB a través de la regulación positiva y negativa de sus propios promotores virales 
(Ceccarelli y Frappier, 1998). Como se recalcó anteriormente, EBNA-1 es la única proteína viral 
expresada en todos los programas de latencia en células en proliferación y en todos los tumores 
asociados a VEB. EBNA-1 es requerido para la persistencia del genoma de VEB, debido a su 
contribución tanto a la replicación como a la segregación mitótica del episoma de VEB. Además, 
esta proteína viral activa la expresión de otros genes de latencia de VEB, importantes para la 
inmortalización celular (Frappier, 2012). 
EBNA-1 tiene una secuencia de 641 aminoácidos (Figura 3). Entre otras cosas, EBNA-1 
ha sido asociada con el desarrollo de tumores en algunas líneas celulares de ratones transgénicos. 
Esto ha sido atribuido, en parte, a la activación transcripcional de EBNA-1 en el genoma del 
hospedero (Wilson et al. 1996). La proteína EBNA-1 también interactúa con algunos promotores 
virales, los cuales contribuyen a la regulación transcripcional del mismo EBNA-1, así como 
también otros EBNAs (2 y 3) y de la proteína de membrana latente de VEB (LMP1) (Kennedy y 
Sugden, 2003). 
EBNA-1 es expresado consecuentemente en carcinomas gástricos asociados con VEB en 
el promotor Qp, y pueden actuar como un activador transcripcional, activando los promotores Cp 
y Wp (Schlager et al. 1996). EBNA-1 también interactúa con el promotor Qp y con la región 
regulatoria III, inmediatamente rio abajo, para regular positiva y negativamente su propia 
expresión. Además, EBNA-1 tiene una estructura modular bien definida sin actividad enzimática 
aparente, pero podría cumplir esas funciones a través de interacciones con proteínas celulares 
(Fischer et al. 1997). 
El VEB contiene un origen latente, denominado OriP, el cual consiste en dos elementos 
esenciales: la pareja de simetría (DS) y la familia de repeticiones (FR); ambos son sitios de unión 
específicos para EBNA-1. Los dominios amino y carboxilo terminal de EBNA-1 están separados 
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por una secuencia repetida de glicina-alanina (Gly-Ala), que actúa en cis de la presentación del 
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase I restrictiva, y se cree que funciona 
inhibiendo el procesamiento de antígenos, por medio de la vía ubiquitina/proteosoma (Jones et al. 
2003). Además, posee un sitio rico en glicina-arginina (Gly-Arg), el cual tiene una relación 
importante con la descondensación de la cromatina.  
A través de la unión con USP7, una proteasa ubiquitina específica celular, EBNA-1 
podría causar desestabilización de la proteína supresora de tumores p53, en células positivas para 
VEB (Holowaty et al. 2003). La proteína p53 se une a USP7 en etapas normales de proliferación 
celular, para así mantenerse estable y actuar cuando exista una anomalía en el ciclo celular. 
Cuando EBNA-1 se une a USP7, desestabiliza p53 y tiende a su degradación; además USP7 tiene 
mayor afinidad de unión a EBNA-1, casi diez veces más que a p53 (Sheng et al. 2006). Se ha 
sugerido que EBNA-1 tiene potencial oncogénico, lo cual ha sido apoyado en diferentes reportes. 
En primer lugar, EBNA-1 es requerida como un factor de sobrevivencia en linfoma de Burkitt 
(Kennedy et al. 2003). Segundo, sólo EBNA-1 es expresado en los linfomas de Burkitt y 
carcinomas gástricos asociados a infección por VEB; y tercero, EBNA-1 es capaz de inducir 
neoplasia en linfocitos B de ratones transgénicos (Wilson et al. 1996). Estos tres puntos permiten 
establecer que EBNA-1 tiene potencial oncogénico. Como evidencia adicional, se ha reportado 
que la expresión de EBNA-1 en una línea celular de carcinoma nasofaríngeo (NPC) negativa para 
VEB, resulta en un aumento en las capacidades tumorigénicas y metastásicas in vitro (Sheu et al. 
1996). 
 
Figura 3. Representación esquemática de la proteína EBNA-1. Se muestran las dos regiones 
ricas en Gly-Arg (rojo), repeticiones de Gly-Ala (verde), el sitio de unión a USP7 (azul), y el 






Diversos estudios muestran que EBNA-1 en células de CG tiene el potencial de aumentar 
la tumorigenicidad e induce tumores con características histopatológicas de alto grado en ratones 
inmunosuprimidos. Tomados en conjunto, estos datos demuestran que EBNA-1 otorga a las 
células hospederas ventajas en término de su sobrevivencia, potencial de transformación y 
sensibilidad reducida a daño del ADN por estrés y estímulos apoptóticos (Cheng et al. 2010). 
3.6 Virus Epstein-Barr y cáncer gástrico 
En 1964, el VEB fue detectado en una línea celular de linfoma de Burkitt. Estudios 
sucesivos revelaron que el VEB se asocia a varios tipos de neoplasia, como el carcinoma 
nasofaríngeo (NPC), linfoma de Hodgkin, linfoma celular de NK/T extranodal, y desórdenes 
linfoproliferativos en hospederos inmunocomprometidos (Young y Rickinson, 2004). Aun 
cuando es conocido que VEB es responsable de la mononucleosis infecciosa, los datos 
epidemiológicos confirman la presencia de este virus en CG (Shibata y Weiss, 1992). 
En 1990, Burke et al reportaron la asociación entre VEB y CG con histología tipo 
linfoepitelioma, basado en técnicas de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Está también 
demostrado que la secuencia genómica de VEB está relacionada a un subtipo de casos de 
adenocarcinoma gástrico (Medina-Ortega et al. 2017). Múltiples genomas de VEB estaban 
presentes en células de CG, basado en la intensidad de señal observada mediante hibridación in 
situ (ISH) y mediante estudios usando reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Shibata y 
Weiss, 1992). El desarrollo y montaje de ISH para ARN pequeños codificados por VEB 
(EBERs), facilitaron la detección de VEB en tejidos tumorales (Shibata et al. 1991). EBERs son 
los ARN más abundantes presentes en células infectadas, e interactúan con variadas proteínas del 
hospedero para formar complejos ribonucleoprotéicos (RNP). A pesar que una función precisa 
para EBERs permanece poco clara, su rol en transformación celular y oncogénesis es conocido. 
La principal ventaja de los EBER, es que se han validado como biomarcadores para la detección 
de VEB en material clínico, debido a que su presencia en tejidos tumorales confirma la infección 
de dicho virus (Lerner et al. 1981).  
La prevalencia del CG asociado a VEB (EBVaGC) es entre 6,9% al 18% en el mundo 
(Iizasa et al. 2012). EBVaGC está definido como un tipo de tumor gástrico que posee infección 
latente por VEB. A pesar de estos descubrimientos, la importancia de VEB en carcinogénesis 
gástrica ha sido subestimada. La razón es que H. pylori ha sido considerada como el factor 
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principal en casi todos los CGs en el mundo (Parsonnet et al. 1991). Sin embargo, VEB está 
presente en promedio en un 10% de estos tumores. Además, se ha encontrado que EBVaGC tiene 
predominancia en hombres, localización proximal en el estómago y una prognosis favorable, lo 
cual le da una relevancia a esta enfermedad (Murphy et al. 2009). 
Ha sido posible investigar la presencia de VEB monoclonal en células neoplásicas, y se ha 
sugerido un mecanismo de alteración epigenética involucrado en carcinogénesis (Uozaki y 
Fukuyama, 2008). Dentro de las características relevantes de EBVaGC, se enfatiza que la 
ubicación que prevalece es el cardias, lo que ha despertado el interés de muchos investigadores 
en el mundo (Fukayama y Ushiku, 2011). Ha sido posible identificar la presencia de VEB en el 
16,8% de los pacientes con CG en una cohorte en Chile, lo cual representa una de las tasas más 
altas en el mundo. Este tipo de CG tiene ubicación prevalente en el cardias (26,9% de los casos), 
y no hay diferencias de prevalencia en relación a los subtipos histológicos (Corvalan et al. 2001).  
3.7 Hábito tabáquico como factor de riesgo de cáncer  
El hábito tabáquico es un factor de riesgo reconocido para el desarrollo de muchos tipos 
de cáncer y enfermedades crónicas, como la cardiopatía isquémica y la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC) (La Torre et al. 2009). De acuerdo con la U.S Surgeon General, el 
hábito tabáquico es la causa más común de muertes por cáncer en los Estados Unidos, 
contabilizando aproximadamente 30% de todas las muertes relacionadas con cáncer que ocurren 
anualmente en dicho país ("World Cancer Report", 2014). Estudios epidemiológicos han 
vinculado el hábito tabáquico con una gran variedad de neoplasias y diversas otras patologías. 
Los sujetos fumadores han sido asociados a un incremento en el riesgo de mortalidad por cáncer 
de pulmón, cabeza y cuello, tracto urinario, páncreas e hígado (Carbone, 1992). Estudios 
recientes también han relacionado al hábito tabáquico con un mayor riesgo de leucemia y 
mieloma. La asociación entre el hábito tabáquico y CG ha sido estudiado por muchos años. En 
efecto, se ha sugerido un mayor riesgo de CG en sujetos fumadores, comparado con los no 
fumadores (Trédaniel et al. 1997). El humo del cigarrillo es un inductor conocido de daño 
oxidativo en las células y su efecto es causado principalmente por especies reactivas de oxigeno 
(ROS), de nitrógeno (RNS) y otros radicales libres presentes en el propio humo de cigarrillo, o 
formados en el organismo como resultado del metabolismo de los componentes del tabaco 
(Lewis, 1981). El condensado de humo de cigarrillo, obtenido de humo elaborado a partir de un 
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cigarrillo estándar, es utilizado frecuentemente con fines de investigación, para testear su efecto 
biológico in vitro.  
En otros meta-análisis más recientes, se observó que el humo de cigarrillo incrementa el 
riesgo de desarrollo de EBVaGC, en relación a aquellos casos de CG negativos para éste virus 
(Camargo et al. 2014). En éste meta-análisis, la razón de probabilidades (OR) de pacientes 
positivos para VEB y consumidores de cigarrillo fue de 2,2 (IC: 1,6-3,2), además de mostrar que 
hay mayor frecuencia de CG en fumadores habituales (OR = 1,6) que en ex fumadores (OR = 
1,3). En conclusión, este estudio confirma la importancia significativa del hábito tabáquico en 
CG, y lo considera un factor de alto riesgo en el desarrollo de EBVaGC.  
 
En base a estos datos epidemiológicos, en ésta tesis se ha evaluado una eventual 
interacción funcional entre la proteína EBNA-1 de VEB y componentes del humo de cigarrillo 
(CSC) en células tumorales epiteliales gástricas, mediante transducción estable y posteriores 
















3.8 Hipótesis  
“La interacción funcional entre la oncoproteína EBNA-1 de VEB y componentes del 
humo de cigarrillo en células de cáncer gástrico está asociada con un aumento en sus propiedades 
proliferativas y tumorales” 
3.9 Objetivo General 
“Evaluar la interacción funcional entre la oncoproteína EBNA-1 de VEB y los 
componentes del humo de cigarrillo en una línea celular de cáncer gástrico” 
3.10 Objetivos Específicos 
1 Evaluar la expresión y actividad funcional de la proteína EBNA-1 expresada 
ectópicamente en células epiteliales gástricas VEB-negativas 
2 Caracterizar cambios fenotípicos en las células que expresan EBNA-1 y expuestas a 
componentes de humo de cigarrillo, como viabilidad, proliferación, migración, 














4.  Metodología 
4.1 Evaluar la expresión y actividad funcional de la proteína EBNA-1 expresada 
ectópicamente en células epiteliales gástricas VEB-negativas 
4.1.1 Cultivos celulares 
Las líneas celulares humanas AGS (adenocarcinoma gástrico tumorigénico) y PA317 
(fibroblasto murino) fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC). Estas 
fueron mantenidas en medio RPMI-1640 (Invitrogen, California, SA, Estados Unidos) y DMEM 
(Invitrogen, California, SA, Estados Unidos), respectivamente. Ambos medios fueron 
suplementados con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1 U/mL de penicilina y 1 µg/mL de 
estreptomicina (Invitrogen, California, SA, Estados Unidos).  
4.1.2 Transfección de vector de expresión retroviral en células empaquetadoras PA317 
Inicialmente, 300.000 células PA317 fueron sembradas en placas de 6 pocillos hasta 
alcanzar 80% de confluencia. Veinticuatro horas previas a la transfección, las células fueron 
mantenidas en medio RPMI 1640, 5% SFB. Posteriormente, fueron transfectadas con 2 μg del 
vector de expresión retroviral MSCV-N-EBNA-1 (Figura 4) o el vector de expresión retroviral 
MSCV-N-Flag-HA-IRES-PURO (Figura 5) (Addgene, Cambridge, MA, Estados Unidos), 
utilizando 1 mL de medio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos.) y 6 μL 
de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, California, SA, Estados Unidos) por pocillo. Después de 18 
horas de incubación a 37°C, la mezcla de transfección se reemplazó por medio de cultivo 
DMEM, 5% SFB. 
4.1.3 Transducción estable de células AGS mediante vector de expresión retroviral 
Las células AGS fueron sembradas en placas de 6 pocillos hasta alcanzar 80% de 
confluencia. Veinticuatro horas previas a la transducción, las células fueron mantenidas en medio 
RPMI 1640, 5% SFB y luego en medio RPMI 1640 suplementado con 8 µg/mL de polibreno 
durante 45 minutos. Paralelamente, se extrajo el medio de cultivo de las células PA317 
transfectadas para ser filtrado por medio de una membrana de nitrocelulosa de 0,2 µm. Luego, las 
células fueron lavadas dos veces con PBS 1X y mantenidas en 600 µL de medio RPMI completo. 
Una vez transcurridos los 45 minutos, 1400 µL del sobrenadante filtrado fue depositado sobre las 
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células AGS. Luego de 18 horas, el medio de transducción fue reemplazado por medio RPMI 
completo y 10% SFB, suplementado con 0,3 µg/mL de puromicina. 
 
Figura 4. Vector de expresión retroviral MSCV-N-EBNA-1. Este vector permite la expresión 
de la proteína EBNA-1. En esta imagen, se indican los sitios de corte, sitio IRES y PURO y el 
sitio de inserción de 1.923 pares de bases (flecha café superior) (Addgene, Cambridge, MA, 






Figura 5. Vector de expresión retroviral MSCV-N-Flag-HA-IRES-PURO. Este vector fue 
utilizado como control negativo en los ensayos realizados en esta tesis. Fue denominado “vector 
vacío” y contiene los mismos sitios del vector de expresión anterior, excepto la región codificante 
para EBNA-1. Además, contiene todo el backbone necesario para formar retrovirus, además de 
sitios de resistencia a determinados antibióticos, como ampicilina y puromicina, y sitios de corte 







4.1.4 Purificación de ARN, conversión a ADNc y RT-qPCR 
El ARN celular fue extraído de las células AGS transducidas, usando 1 mL de Trizol 
(Invitrogen, California, SA, Estados Unidos). El lisado celular fue mezclado con 0,2 mL de 
cloroformo (Merck, Burlington, MA, Estados Unidos) para luego ser centrifugado a 12.000 x g 
por 15 minutos a 4ºC. Se recuperó la fase acuosa y el ARN fue precipitado adicionando 0,5 mL 
de alcohol isopropílico (Merck, Burlington, MA, Estados Unidos), y la mezcla fue almacenada a 
-80°C durante 1 hora. Luego de centrifugar a 12.000 x g por 10 minutos a 4ºC, el precipitado fue 
lavado con 1 mL de alcohol etílico (Merck, Burlington, MA, Estados Unidos) al 75% v/v en agua 
libre de nucleasas (Winkler, Lampa, Chile), centrifugado a 14.000 x g durante 10 minutos y 
finalmente fue disuelto en 20 μL de agua libre de nucleasas. El ARN obtenido fue cuantificado 
mediante espectrofotometría a 260/280 nm, usando el equipo Nanodrop 1000 (Thermo Fisher 
Scientific, MA, Estados Unidos). El ARN fue tratado con DNasa RQ1 (Promega, Madison, WI, 
Estados Unidos) a 37º C durante 60 minutos y luego fue incubado con solución de detención 
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos) durante 10 minutos a 65°C.  
El ADNc se preparó utilizando un volumen de reacción de 20 μL que contenía ARN 
tratado con ADNasa (2 μg), 1U de inhibidor de ARNasa (Promega, Madison, WI, Estados 
Unidos), random primers 0,04 μg/μL (Promega, Madison, WI, Estados Unidos), dNTP 2 mM 
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos) y 10 U de transcriptasa reversa del virus de la leucemia 
murina Moloney (MMLV) (Promega, Madison, WI, Estados Unidos). La mezcla de reacción fue 
incubada durante 1 hora a 37 ° C y posteriormente a 70°C para la inactivación de la enzima. El 
ADNc fue sometido a amplificación mediante PCR en tiempo real con partidores específicos en 
el sistema RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australia). Cada mezcla de amplificación 
se preparó con 12,5 μL de SYBR Green Mastermix 2X (Promega, Madison, WI, Estados 
Unidos), 0.4 μM de partidores específicos y 1 μL de ADNc en un volumen final de 25 μL. Las 
condiciones de amplificación mediante RT-qPCR para los genes, -Actina y EBNA-1 fueron las 
siguientes: 94 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30 segundos, 
para un total de 40 ciclos. Las condiciones de amplificación para los genes e-cadherina y 
vimentina fueron 94°C durante 30 segundos, 58°C durante 20 segundos y 72°C durante 20 
segundos, para un total de 40 ciclos. La expresión génica relativa se calculó usando el método 2
-
ΔΔCt
, tomando como referencia los niveles de -Actina.  
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4.1.5 Extracción de proteínas y ensayo de western blot (WB) 
Para determinar la expresión de EBNA-1, p53 y β-actina, las células AGS fueron lisadas 
mediante buffer RIPA 1X, suplementado con inhibidor de proteasa y fosfatasa 1X (Roche 
Diagnostics, Basilea, Suiza). Posteriormente, la concentración de proteína se determinó usando el 
reactivo Pierce BCA (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos), de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. De estos, 40 μg de proteína fueron desnaturalizadas con buffer de 
carga 1X (National Diagnostics, Atlanta, Estados Unidos) a 95°C durante 5 minutos, para luego 
ser cargadas en un gel de poliacrilamida suplementado con dodecilsulfato sódico al 1% (SDS-
PAGE). El proceso de electroforesis se realizó a 100 Volts durante dos horas con una fuente de 
poder BioRad, PowerPac (Bio-Rad, California, Estados Unidos). Posteriormente, las proteínas 
del gel fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa por medio del dispositivo Trans-
Blot
®
 SD semi-dry transfer a 15 volts durante 30 minutos, de acuerdo a las recomendaciones del 
fabricante (Bio-Rad, California, Estados Unidos). La membrana se sometió después a bloqueo 
con una disolución de 5% de albúmina de suero bovino (BSA) y 0.1% de Tween 20 en buffer 
Tris Salino (TBS-T20) durante 2 horas a temperatura ambiente, para luego ser lavada tres veces 
con TBS-T20 durante 15 minutos. La incubación con anticuerpo primario para EBNA-1 (Santa 
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos) y p53 (Abcam, Cambridge, UK), se realizó 
con una dilución de 1:1.000 en TBS-T20 por 12 horas. Para β-actina (Abcam, Cambridge, UK) se 
utilizó una dilución de 1:5.000. Una vez realizada la incubación con los respectivos anticuerpos 
la membrana se lavó tres veces con TBS-T20 durante 15 minutos y se incubó con anticuerpo 
secundario conjugado a peroxidasa de rábano (BD Pharmingen, San Diego, CA, Estados Unidos) 
diluido 1:2.000 en TBS-T20 por 2 horas. Las membranas se lavaron tres veces en TBS-T20 por 
un total de 15 minutos y las señales de la reacción de peroxidasa se detectaron usando el sistema 
ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido) de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. La β-actina se usó como un control de carga interno para normalizar 
los niveles de todas las proteínas. La normalización se llevó a cabo usando el programa ImageJ 
(National Institute of Health, Maryland, Estados Unidos), a través del análisis densitométrico, 




4.2 Caracterizar cambios fenotípicos en las células que expresan EBNA-1 y expuestas a 
componentes de humo de cigarrillo, como viabilidad, proliferación, migración, crecimiento 
independiente de anclaje y transición epitelio-mesénquima 
4.2.1 Determinación de citotoxicidad y viabilidad celular 
Las células AGS wild type y aquellas transducidas con los vectores retrovirales ya 
señalados se utilizaron para estos ensayos. Se sembraron 8.000 células totales por pocillo, en 
placas de 96 pocillos. Después de 48 horas, las células se trataron con CSC y DMSO. 
La composición del humo de cigarrillo utilizado para la realización de la presente tesis, se 
obtiene con cigarrillos de investigación 3R4F, los cuales son encendidos en una máquina de 
fumar automática Phipps & Bird de 20 canales (Roemer et al. 2012). Después, la fase particulada 
del humo es retenida en un filtro de 44mm, y luego recuperada en dimetil-sulfóxido (DMSO) 
como solvente. La masa total de particulado se determina por el diferencial de masa del filtro 
antes y después del proceso. Finalmente, el condensado de humo de cigarrillo es alicuotado y 
congelado a -80 °C para su uso posterior. El contenido de agua fue determinado en el mismo 
extracto por titulación Karl Fischer (ISO-10315, 2000). Está especificada por la Universidad de 
Kentucky, y el “Kentucky Tobacco Research & Development Center”. La nicotina fue 
determinada por cromatografía de gases.  
Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de CSC y DMSO, y se 
incubaron en un rango de tiempo entre 24 a 96 horas. La viabilidad se determinó usando el kit 
CellTitter 96 AQueous Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, WI, Estados Unidos). Este 
kit consiste en un ensayo colorimétrico para evaluar actividad metabolica celular, en donde se 
observa la reducción de tetrazolium (amarillo) a formazán (negro azulado) por medio de enzimas 
oxidoreductasas dependiente de NAD(P)H (Gerlier y Thomasset, 1986). Se agregó 20 μL a cada 
pocillo y se incubó durante 3 horas a 37°C. La formación del producto formazán se evaluó 
espectrofotométricamente a 490 nm usando un lector Multi-Modal synergy HTX (Biotek, 
Vermont, Estados Unidos). Así, la absorbancia es proporcional al número de células vivas en 
cada pocillo.  
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4.2.2 Ensayo clonogénico  
Se sembraron 2.500 células AGS en triplicado en placas de 6 pocillos. Transcurridas 24 
horas, las células fueron expuestas a 10 μg/mL de CSC y una concentración equivalente de 
DMSO. En intervalos de dos días se cambió el medio con CSC y DMSO en un periodo total de 
10 días. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue eliminado, las células fueron lavadas 
con PBS y fijadas con una solución de cristal violeta al 0,5% y acetona a 4°C. Las colonias 
fueron fotografiadas y cuantificadas usando el software ImageJ (National Institute of Health, 
Maryland, Estados Unidos).  
4.2.3 Ensayos de migración mediante “transwell” 
Células AGS transducidas fueron mantenidas en medio con 10 μg/mL de CSC y una 
equivalente concentración de DMSO por 48 horas. Posteriormente, 30.000 células procedentes de 
estos tratamientos fueron resuspendidas en 200 μl de medio RPMI sin suero e inoculadas en la 
cámara interna de un “transwell”, conteniendo 2 µg/mL de fibronectina en PBS. La fibronectina 
actúa como una matriz de proteína en donde las células de adhieren en una gradiente quimio-
atrayente. Posteriormente, las células se cultivaron en el “transwell” sobre una placa de 12 
pocillos durante 7 horas a 37°C. Una vez transcurrido este periodo, se extrajo el “transwell” de la 
placa de cultivo, y fue lavado dos veces con PBS. Acto seguido, las células fueron fijadas con 
metanol durante 30 minutos, se secaron a temperatura ambiente y se tiñeron con 0,1% de cristal 
violeta durante 20 minutos. Además, se limpió suavemente la cámara superior del “transwell” 
con hisopo de algodón para descartar las células no migratorias. La cantidad de células migrantes 
se cuantificaron bajo microscopio de luz invertido en cinco campos aleatorios. 
4.2.4 Ensayo de cierre de herida 
Se sembraron 300.000 células AGS transducidas en placas de 6 pocillos, y fueron 
mantenidas en RPMI y sin SFB. Después de 24 horas, se realizó una herida artificial utilizando 
una punta de micropipeta de 10 μL. Inmediatamente después, las células fueron lavadas con PBS 
y se expusieron a tratamientos con 10 μg/mL de CSC y una equivalente concentración de DMSO 
por 48 horas. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 18 horas. 
Luego de ese tiempo, se fotografiaron y la cantidad de células migrantes fueron cuantificadas 
bajo microscopio de luz invertido en cinco campos aleatorios. 
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4.2.5 Ensayo de crecimiento independiente de anclaje o soft agar 
Para estudiar la perdida de anoikis, las células AGS transducidas fueron resuspendidas y 
contabilizadas mediante tinción de exclusión con azul de Tripán en cámara de Neubauer. De 
estas, 2.500 células fueron recolectadas y resuspendidas en Bacto-agar 0,33% (BD, California, 
Estados Unidos) disuelto en una mezcla de nutrientes compuesto por RPMI 1640 2X, SFB 12,5% 
y RPMI 1640 1X, suplementado además con el correspondiente tratamiento de 10 µg/mL de CSC 
y una equivalente concentración de DMSO. La mezcla de células en agar al 0,33% fue sembrada 
sobre una base de Bacto-agar 0,5% siendo mantenidas a 37°C y suministrando medio completo 
de crecimiento, con los distintos tratamientos dos veces por semana. Después de 4 semanas se 
realizó la tinción de las colonias mediante la adición de 1 mL de cristal violeta 0,005% durante 1 
hora, contabilizando, por microscopia, el número de colonias por placa; se contó todo lo 
observable. 
4.2.6 Análisis estadístico 
Los datos se analizaron mediante el software Graphpad Prism v7 (La Jolla, CA, Estados 
Unidos). Los resultados se expresaron como el promedio ± desviaciones estándar de tres 
determinaciones independientes. La significancia de las diferencias entre las muestras se analizó 












5.1. Expresión de transcritos de EBNA-1 en células AGS transducidas. 
Se observa expresión de transcritos de EBNA-1 en células AGS transducidas con el 
vector de expresión retroviral EBNA-1, pero no en las células AGS transducidas con el vector de 
expresión retroviral vacío (Figura 6). La temperatura de melting (Tm) para transcritos de EBNA-
1 fue de 84.00 °C. Como control de amplificación se usó la amplificación de un fragmento de 
ADNc de β-actina y como control negativo se utilizó agua libre de nucleasas y un control sin la 
transcriptasa reversa MMLV. El gel fue realizado al 2% de agarosa. 
           
Figura 6. Análisis de temperatura de amplificación, temperatura de melting y producto de 
RT-qPCR de transcritos de (A) EBNA-1 y (B) beta-actina en células AGS transducidas con 
vector retroviral. En los gráficos se utilizaron controles para el ensayo RT-qPCR, los cuales 
fueron control sin MMLV, control negativo (agua libre de nucleasas) y control positivo (C+, 
vector de expresión diluido 1:50). Los ensayos fueron realizados en duplicado. Las líneas negras 
gruesas representan transcrito de células AGS transducidas con EBNA-1, las líneas punteadas a 
transcrito de células AGS transducidas con vector vacío, y las líneas continuas angosta representa 
al control positivo. En (A) se observa amplificación de EBNA-1 de 213 pares de base en las 
células transducidas con EBNA-1 y en el control positivo; en (B) se observa amplificación de 




5.2 Detección de proteína EBNA-1 y p53 en células transducidas con vector retroviral 
Mediante western blot (WB) se detectó la presencia de EBNA-1 en las células AGS 
transducidas con el vector de expresión retroviral EBNA-1, pero no en las células AGS 
transducidas con el vector vacío (Figura 7). Por otro lado, no se observó cambios en los niveles 
de la proteína p53 en las células AGS transducidas con EBNA-1, en comparación a aquellas 
transducidas con vector vacío.  
 
 
Figura 7. Detección de EBNA-1 en células AGS transducidas con vector retroviral. Western 
blot realizado en extractos de proteína obtenidos de células AGS transducidas con vector de 
expresión retroviral EBNA-1 y células AGS transducidas con vector de expresión retroviral 
vacío. Se usaron anticuerpos para la detección de las proteínas EBNA-1 y p53, y β-actina como 







5.3 Determinar la viabilidad de células epiteliales gástricas en presencia de condensado de 
humo de cigarrillo 
5.3.1 Exposición aguda a condensado de humo de cigarrillo en células AGS 
La concentración de CSC en la cual se observó una disminución significativa en la 
viabilidad de células AGS fue 20 µg/mL, 72 horas post exposición a este agente (Figura 8). Por 
tanto, el uso de concentraciones de CSC bajo 20 µg/mL permite la relativa mantención de la 
viabilidad celular. La concentración de condensado que se comenzó a utilizar, estuvo en el rango 
entre 1µg/mL y 10 µg/mL. Además, ésta concentración de CSC es similar a la usada en estudios 
previamente reportados por nuestro grupo de investigación (Muñoz et al. 2012, Peña et al. 2015). 
Se utilizó el ensayo de MTS para la visualización de los datos y Graphpad Prism 6 para 
graficarlos, al igual que los demás ensayos de viabilidad realizados en esta tesis.  
 
Figura 8. Viabilidad de células AGS en presencia de condensado de humo de cigarrillo en 
células AGS. La figura muestra un gráfico de concentración en µg/mL de condensado por 
absorbancia a 492 nm., en donde se observa el comportamiento de las células AGS bajo diversas 
concentraciones de CSC, 72 horas después de la exposición de este agente. Las concentraciones 
van desde 0 hasta 100 µg/mL de CSC; el punto DMSO corresponde a las células AGS en 
presencia de dimetil sulfóxido, el cual es utilizado como control de CSC; la concentración de 
DMSO utilizada en este punto es igual a la mayor concentración de CSC (100 µg/mL). La 
viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo MTS. Este gráfico corresponde al consolidado 
obtenido de tres réplicas biológicas. Las barras representan la desviación estándar (**: p<0,01). 
31 
 
5.3.2 Viabilidad de células AGS a concentraciones establecidas de condensado de humo de 
cigarrillo. 
Con los datos obtenidos en el ensayo anterior, se quiso observar la viabilidad de las 
células AGS bajo las concentraciones de CSC no tóxicas para éstas. La viabilidad de las células 
epiteliales gástricas AGS en presencia de 1 y 10 µg/mL de condensado de humo de cigarrillo no 
tuvo variaciones a las 72 horas de exposición; a las 96 horas, se observó una significativa 
disminución de la viabilidad de las células expuestas a 1 y 10 µg/mL de CSC, en comparación 
con las células AGS no expuestas a este condensado (Figura 9). Sin embargo, la viabilidad 
celular no varió en presencia de una u otra concentración de CSC, ya que su comportamiento fue 
similar en ambos casos. Por lo tanto, se decidió utilizar una concentración de 10 µg/mL para los 
ensayos subsecuentes. 
 
Figura 9. Viabilidad de células gástricas AGS entre 0 y 96 horas de exposición a diferentes 
concentraciones de CSC. Gráfico lineal de tiempo en horas por absorbancia a 492 nm en el que 
se observa la viabilidad y proliferación de las células AGS en medio de crecimiento completo 
RPMI1640 (azul, circulo), medio de cultivo RPMI completo + dimetil sulfóxido (rojo, cuadrado), 
el cual se utilizó de control negativo, medio de cultivo RPMI completo + 1 µg/mL CSC 
(triangulo, verde) y medio de cultivo RPMI completo + 10 µg/mL CSC (triangulo invertido, 
violeta). Este ensayo fue realizado por quintuplicado en placas de 96 pocillos. El grafico 
representa un consolidado de tres réplicas biológicas. Las barras representan la desviación 
estándar, y los asteriscos representan el valor de p establecido entre la viabilidad de las células 
AGS en medio de cultivo RPMI completo + 10 µg/mL CSC el control negativo (**: p<0,01). 
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5.4 Propiedades proliferativas y tumorales de células AGS que expresan EBNA-1 y 
expuestas a condensado de humo de cigarrillo 
5.4.1 CSC aumenta proliferación de células AGS que expresan EBNA-1 
Mediante el ensayo MTS, se observó que las células AGS que expresan ectópicamente 
EBNA-1 mostraron un incremento significativo en su proliferación a las 48 y 72 horas de 
exposición a 10 µg/mL de CSC, en comparación con las células AGS en las otras tres 
condiciones, vale decir, células AGS que expresan EBNA-1 y que no están expuestas a 
condensado, células AGS transducidas con vector vacío que están expuestas a condensado, y 
células AGS transducidas con vector vacío y que no están expuestas a CSC (Figura 10). Lo que 
indica que el CSC tiene un rol fundamental en la proliferación de estas células AGS, más que 
EBNA-1, debido a que si se comparan células AGS que expresan EBNA-1 expuestas y no 
expuestas a CSC, se observa una diferencia importante y estadísticamente significativa, en su 
proliferación.  
 
Figura 10. Proliferación de las células AGS en presencia de condensado de humo de 
cigarrillo. Representación lineal de tiempo en horas y absorbancia a 492 nm de células AGS 
transducidas ectópicamente con vectores de expresión retroviral vacío y EBNA-1 en presencia y 
ausencia de DMSO y CSC, de la siguiente manera: AGS transducidas con vector vacío + DMSO 
(azul, circulo), AGS transducidas con vector vacío + 10 µg/mL CSC (cuadrado, rojo), AGS 
transducidas con EBNA-1 + DMSO (triangulo, verde) y AGS transducidas con EBNA-1 + 10 
µg/mL CSC (triangulo invertido, violeta). Se observa la viabilidad de estas células a las 0, 24, 48 
y 72 horas post exposición de DMSO y CSC. Este ensayo fue realizado por quintuplicado, y este 
gráfico representa a tres réplicas biológicas. Las barras representan desviación estándar (* 
p<0,05; ** p<0,01). 
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5.4.2 Formación de colonias en células AGS transducidas que expresan EBNA-1 y en 
presencia de condensado de humo de cigarrillo 
En este ensayo clonogénico, las células AGS que expresan ectópicamente EBNA-1 y 
aquellas transducidas con vector vacío fueron mantenidas en medio completo de crecimiento 
RPMI1640 durante 10 días y expuestas a CSC y DMSO como control. Se observó un aumento 
del número de colonias de células AGS en presencia de CSC, tanto en las transducidas con vector 
EBNA-1 y vector vacío, en comparación a aquellas células expuestas a DMSO. En cuanto a las 
células AGS transducidas con vector retroviral EBNA-1, se observó al igual que el ensayo 
anterior, un aumento en formación de colonias en presencia de CSC en relación al control con 
DMSO (Figura 11 A y B). 
 
Figura 11. Representación de ensayo clonogénico en gráfico de barras y placa de 6 pocillos. 
(A) Gráfico de barras que muestra el número de colonias formadas en cada condición establecida: 
células AGS transducidas con vector retroviral vacío + DMSO, AGS transducidas con vector 
vacío + 10 µg/mL CSC, AGS transducidas con vector EBNA-1 + DMSO y AGS transducidas 
con vector EBNA-1 + 10 µg/mL CSC. Las colonias fueron contadas mediante el programa 
ImageJ y con conteo manual. Este gráfico representa tres muestras biológicas y las barras la 
desviación estándar. El análisis comparativo fue realizado entre AGS + vacío + 10 µg/mL 
(control) y AGS + EBNA-1 + 10 µg/mL CSC; ** representa significancia (p<0,01). (B) Imagen 
representativa de un pocillo de cada condición establecida en el ensayo clonogénico, teñido con 




5.4.3 Ensayos de migración celular 
Mediante el ensayo “cierre de herida”, se observó un incremento en la capacidad 
migratoria de células AGS que expresan ectópicamente EBNA-1 y que están expuestas a CSC, en 
comparación con las otras tres condiciones establecidas en este ensayo (Figura 12). Comparando 
las células AGS transducidas con vector EBNA-1 expuestas y no expuestas a CSC, hubo un 
cierre casi completo de la herida en presencia de condensado de humo de cigarrillo, pero no en 
presencia de DMSO.  
 
Figura 12. Ensayo de cierre de herida a las 0 y 18 horas de células AGS transducidas post 
exposición con DMSO y CSC. (A) Representación de ensayo de cierre de herida de células AGS 
transducidas con vector retroviral vacío en presencia de DMSO y AGS transducidas con vector 
retroviral EBNA-1 en presencia de DMSO, a las 0 y 18 horas post formación de herida. La línea 
punteada corresponde a los límites de la herida, para posterior conteo de células migratorias. (B) 
Representación de ensayo de cierre de herida de las mismas células AGS transducidas, pero en 
presencia de 10 µg/mL de condensado de humo de cigarrillo, a las 0 y 18 horas post formación de 
la herida. (C) Gráfico de tiempo de migración en horas por número de células AGS en las 
condiciones establecidas anteriormente, a las 0 y 18 horas. Este gráfico no posee barras de 






Por otro lado, en el ensayo de migración mediante transwell, se observó un 
comportamiento similar al ensayo de cierre de herida, pero, esta vez, 7 horas post exposición a 
CSC y DMSO, tanto para las células AGS transducidas con el vector retroviral EBNA-1 y vacío 
(Figura 13). También se comparó las células AGS transducidas con el vector EBNA-1, 
expuestas tanto a CSC como a DMSO. Se observó un incremento en la migración de las células 
AGS transducidas con el vector de expresión ectópica de EBNA-1 en presencia de CSC.  
 
Figura 13. Ensayo migración con kit transwell. (A) Gráfico de barras de número de colonias 
migratorias, bajo las mismas condiciones anteriormente observadas. Se observa la migración de 
células AGS transducidas con vector vacío + 10 µg/mL de CSC y las células AGS transducidas 
con vector EBNA-1 + 10 µg/mL de CSC. Los ** muestran significancia entre ambas condiciones 
(p<0,01). Las barras corresponden a desviación estándar. (B) Representación a imagen del kit 
transwell en las condiciones previamente señaladas. Se observan las células que migraron por el 









5.4.4 Ensayo de crecimiento independiente de anclaje  
En este ensayo se observó mayor cantidad de colonias en las células AGS transducidas 
con vector de expresión retroviral EBNA-1 y en presencia de CSC, en comparación con las 
células AGS transducidas con vector de expresión retroviral vacío en presencia de CSC (Figura 
14). Esto se comparó con la línea celular proveniente de adenocarcinoma de pulmón A549 
(tumoral), la cual se usó como control positivo, tanto con las células AGS transducidas con 
ambos vectores de expresión retroviral, en presencia tanto de DMSO como de CSC. Este control 
es solamente de la técnica, debido a que se sabe que las células AGS tienen dificultad de 
crecimiento independiente de anclaje. Los resultados sugieren que EBNA-1 otorga características 
de crecimiento en este ensayo, como se observa en el gráfico (Figura 14A), ya que al comparar 
las células AGS que expresan EBNA-1 y están expuestas a CSC y las células AGS que expresan 
vector vacío expuestas a dicho condensado, se observan diferencias importantes y significativas 
en cuanto al número de colonias. 
 
Figura 14. Formación de colonias independiente de anclaje. (A) Representación gráfica del 
número de colonias de células AGS transducidas en cada condición anteriormente observada, 
además de la línea celular A549, como control de la técnica, en presencia de DMSO y CSC. 
Barras representan desviación estándar; este grafico es la representación de dos muestras 
biológicas. (B) Esquema del soft agar en cada condición establecida anteriormente. En ellas se 
observa la formación de colonias en oscuro, la cual tiene directa relación con el gráfico anterior. 
Estas fotos fueron tomadas de un cuadrante representativo de cada pocillo. El criterio de conteo 
de colonias se estableció en todas las colonias posibles de contar con el programa ImageJ, sin 




5.4.5 Ensayo transición epitelio-mesénquima  
A nivel de transcrito se observó expresión de e-cadherina en células AGS transducidas 
con vector vacío y EBNA-1 (Figura 15), sin embargo al normalizar el resultado con β-actina, se 
observó una disminución del fold change de más de tres veces en las células AGS transducidas 
con EBNA-1 en comparación con las transducidas con vector vacío. Sin embargo, no se observa 
diferencia estadísticamente significativa en este caso.  
 
Figura 15. Expresión de E-cadherina a nivel de transcritos. (A) Representación gráfica de 
niveles de transcrito de E-cadherina, marcador epitelial, en células AGS transducidas con vector 
ectópico vacío y EBNA-1; se utilizó el control de la técnica (MMLV) y control positivo (C+). (B) 
Fold change del transcrito de e-cadherina, normalizado con actina, visto a nivel de gráfico y 
concentración relativa de estos transcritos, en células AGS transducidas con vector de expresión 






Al igual que el marcador anterior, se observó expresión de transcrito de vimentina en 
ambas células AGS transducidas, pero al normalizar el resultado con actina, no se observó 
cambios de fold change en dichas células con expresión ectópica de EBNA-1 y vector vacío 
(Figura 16).  
 
Figura 16. Expresión de vimentina a nivel de transcrito. (A) Gráfico de niveles de transcrito 
de vimentina, marcador mesenquimal, en células AGS transducidas con vector de expresión 
retroviral vacío y EBNA-1. Se observa el peak único. (B) Fold change del transcrito de vimentina 
normalizado con actina, observado a nivel de gráfico de barra y concentración relativa de dichos 









El CGaVEB se encuentra actualmente dentro de las malignidades de mayor interés 
científico, en comparación al CG asociado a H. pylori. Esto debido a las características 
relacionadas con VEB, como su ciclo de vida y la incidencia de este virus en la población (Chung 
et al. 2017). Como se ha reportado previamente, el principal agente infeccioso relacionado al 
desarrollo de CG es H pylori (Parsonnet et al. 1991). Sin embargo, estudios epidemiológicos y 
experimentales han confirmado la presencia de VEB en el 10% de los tumores gástricos en el 
mundo (Burke et al. 1990; Shibata y Weiss, 1992; Camargo et al. 2014). Un dato muy relevante 
es que el 17% de los pacientes con CG en Chile es VEB positivo, una de las cifras más altas del 
mundo (Corvalán et al. 2001). Debido al tipo de latencia (tipo II) establecido por este virus en 
células epiteliales gástricas, ésta tesis se ha enfocado en la proteína EBNA-1, la cual es expresada 
en todos los tumores gástricos asociados a VEB (Humme et al. 2003).  
Hasta la fecha, no se han reportado estudios respecto a una eventual interacción entre 
VEB y carcinógenos medioambientales como humo de cigarrillo, en el desarrollo y progresión de 
CG. Esto es muy relevante, debido al alto número de personas infectadas con VEB en Chile y el 
mundo y que además están expuestas de manera aguda o crónica a componentes del humo de 
cigarrillo ("World Cancer Report", 2014; Erazo et al. 2015; Iglesias et al. 2015). Particularmente 
en Chile, ciertos factores de estilo de vida como alimentación, hábito tabáquico y consumo de sal, 
entre otros, están directamente relacionados con un mayor riesgo de desarrollo de CG (World 
Cancer Report, 2014). 
Existe evidencia epidemiológica y experimental respecto a que el humo de cigarrillo, por 
sí solo, es un factor relevante en el desarrollo de CG (Newcomb y Carbone, 1992; La Torre et al. 
2009; Rugge et al. 2015). Los componentes del humo de cigarrillo son considerados agentes 
carcinogénicos, y se ha reportado una relación de malignidad entre EBVaGC y el hábito 
tabáquico, cuando se compara a CG asociado a H. Pylori (Camargo et al. 2014). Tanto VEB 
como el humo del cigarrillo han sido estudiados por separado o simplemente mencionados como 
factores de riesgo, o relacionados epidemiológicamente (Shibata y Weiss, 1992; Trédaniel et al. 
1997). Por ejemplo, se sabe que existen alrededor de 7.000 moléculas distintas presentes en el 
humo de cigarrillo, 60 de ellas son consideradas cancerígenas, como los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos, nitrosaminas y la nicotina (Shin y Cho, 2005). De hecho, se ha reportado 
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que éste último compuesto funciona como un inductor del desarrollo tumoral, es decir, su 
presencia incrementa la proliferación, angiogénesis, migración, invasión y la transición epitelio-
mesénquima de células en cultivo (Shin et al. 2005). Sin embargo, dicha evidencia es aún 
controversial. Además, se ha reportado que el humo de cigarrillo estimula la proliferación y este 
efecto depende de la expresión de c-myc en adenocarcinoma gástrico (Shin et al. 2004). C-myc es 
un mediador central en ciertas vías de transducción de señales relevantes en cáncer, y se 
encuentra regulado positivamente en tumores de pulmón, mama y estómago, entre otros 
(Blancato et al. 2004). 
 En esta tesis se ha observado que una concentración de 20 µg/mL de condensado de humo 
de cigarrillo, se traduce en una pérdida de viabilidad celular (Figura 8), y por tanto, se 
escogieron concentraciones menores a aquella para analizar la relación entre EBNA-1 y humo de 
cigarrillo, o CSC en este caso. Como se ha reportado previamente, la concentración ideal de 
condensado de humo de cigarrillo para cada línea celular a utilizar es variable, y para poder 
establecerla, es necesario realizar ensayos de citotoxicidad (Hellermann et al. 2002; Eldridge et 
al. 2015). Un estudio previo, muestra antecedentes de concentraciones similares a la obtenida en 
este ensayo, pero en líneas celulares de carcinoma de cuello uterino asociado a VPH de alto 
riesgo (Muñoz et al. 2012). Junto a estos antecedentes, es necesario mencionar que las 
concentraciones usadas en ésta tesis están en el rango de las concentraciones de componentes de 
humo de cigarrillo que se han detectado en sujetos fumadores, por lo que los ensayos in vitro 
realizados están en concordancia con lo que se observa in vivo en muestras biológicas (Tayler y 
Piper, 1977). 
En esta tesis se analizó la viabilidad de las células AGS a diferentes tiempos post-
exposición a diversas concentraciones de condensado de humo de cigarrillo y dimetil sulfoxido, 
como control negativo. La concentración de condensado de humo de cigarrillo (10 µg/mL) usada 
en ésta tesis, está en concordancia con datos previamente observados en otros modelos celulares, 
y como se ha mencionado, tiene relación con las concentraciones fisiológicas encontradas en 
fluidos biológicos (Tayler y Piper, 1977.). Cabe señalar que a las 96 horas, tanto las células 
expuestas a 1 µg/mL de CSC como las células expuestas a 10 µg/mL de CSC disminuyen su 
viabilidad, en comparación  a las 72 horas (Figura 9). Esto podría ser explicado por diversos 
factores que pueden afectar a las células como falta de nutrientes, muerte celular o inhibición por 
contacto en la placa de 96 pocillos.  
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Las células AGS expuestas a DMSO tienen un comportamiento similar en casi todos los 
puntos evaluados, presentando menor viabilidad que las células AGS tratadas con CSC. Se 
presume, por lo tanto, que esta diferencia en cuanto a la viabilidad de las células expuestas a CSC 
es causado principalmente por los componentes del humo de cigarrillo, los cuales incrementan las 
propiedades proliferativas de las células. Este efecto ha sido previamente reportado en otros 
modelos celulares (World Cancer Report, 2014). Por otro lado, al comparar la viabilidad de 
células AGS mantenidas en medio RPMI1640 con células AGS expuestas a CSC, se observa una 
menor viabilidad de estas últimas. 
El proceso de transducción de células AGS mediante un vector de expresión retroviral fue 
llevado a cabo usando procedimientos estandarizados. Posteriormente, las células AGS fueron 
chequeadas para la detección de EBNA-1 a nivel de transcritos y proteína. Como muestran las 
Figuras 6 y 7, se detectaron transcritos y proteína EBNA-1 en las células AGS transducidas con 
el vector de expresión retroviral que contenía EBNA-1. Sin embargo, no fue posible establecer si 
los niveles de expresión de EBNA-1 observados en ésta tesis están en concordancia con los 
niveles detectados en tumores. Una alternativa para resolver ese tema sería disponer de muestras 
de CGaEBV para la caracterización de los niveles de EBNA-1 mediante RT-qPCR e 
inmunofluorescencia.  
Una vez que se determinó que EBNA-1 es expresada en nuestro sistema in vitro, se 
procedió a evaluar su funcionalidad. Para ello, se evaluaron los niveles de la proteína p53. 
Previamente, se ha establecido que EBNA-1 interactúa establemente, luego de la infección, con 
la proteína USP7/HAUSP (Herpes virus Associated USP), la cual es una ubiquitina proteasa 
(Holowaty et al. 2003b). Esta proteína funciona como un regulador clave de p53 y Mdm2, y fue 
originalmente identificada como un blanco de la proteína ICP0 del virus Herpes Simplex (Everett 
et al. 1997). La región de EBNA-1 que estaba involucrada en esta interacción fue observada entre 
los aminoácidos 395-450, en la región N-terminal del dominio de unión de ADN. Estudios 
funcionales anteriores con mutantes de EBNA-1 los cuales no poseen la secuencia de interacción 
(Δ395-450) muestran que la unión con USP7 no fue requerido para la activación de las funciones 
transcripcionales de EBNA-1, pero puede inhibir la habilidad de EBNA-1 para activar la 
replicación viral (Holowaty et al. 2003b). La deleción del sitio de unión de USP7 tampoco tiene 
efectos detectables en la funcionalidad de EBNA-1, lo que sugiere que la significancia de esta 
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interacción puede estar en los cambios celulares inducidos por EBNA-1. Se ha demostrado que 
USP7 es capaz de estabilizar a p53, mientras que la baja en los niveles de USP7 promueve el 
efecto contrario (Li et al. 2002b). El hecho que EBNA-1 y p53 se unan al mismo dominio de 
USP7, sugiere la posibilidad de que EBNA-1 afecte la regulación de p53, interviniendo con la 
interacción de USP7 con éste último (Saridakis et al. 2005). De hecho, el fragmento de EBNA-1 
(395-450) se une a USP7 con una concentración de afinidad de 1 µM, mientras que el fragmento 
regulador de p53 se une a USP7 con una afinidad 10 veces menor. Los resultados mostrados por 
Saridakis et al, han demostrado finalmente que EBNA-1 desplaza el péptido de unión de p53 del 
complejo USP7-p53, lo que sugiere que EBNA-1 puede secuestrar a USP7 e inhibir su unión a 
p53 in vivo, desestabilizando ésta última. Además, se ha reportado que USP7 también es capaz de 
estabilizar a Mdm2, una ubiquitina ligasa que promueve la degradación de p53. 
En esta tesis, no se observaron cambios significativos en los niveles de la proteína p53 en 
las células transducidas con EBNA-1 respecto de las transducidas con el vector vacío (Figura 7). 
Para la interpretación de éste resultado, se debe tomar en cuenta que este análisis fue realizado in 
vitro mediante un ensayo que no nos permitió comparar los niveles de expresión de EBNA-1 con 
modelos in vivo. Una explicación a este hallazgo podría ser que USP-7 también estabiliza a 
MDM2, una proteína regulatoria de p53. Además, un estudio de Sivachandran et al, reportó que 
EBNA-1 es capaz de disminuir los niveles de p21 inducidos por etopósido, un conocido 
antineoplásico, aunque los niveles de p53 son constantes, sugiriendo que EBNA-1 altera la 
actividad de p53 e inducción de apoptosis. Por lo tanto, probablemente sean necesarios estudios 
adicionales sobre la actividad de p53 para confirmar que EBNA-1 ejerce actividad funcional en 
nuestro sistema in vitro.  
En ésta tesis, fue posible determinar las propiedades proliferativas y tumorales de las 
células transducidas, en presencia y ausencia de CSC en ensayos previamente estandarizados 
(Graziano et al. 2003; Jones et al. 2003; Muñoz et al. 2012). Para aquello, se dispuso de 4 
situaciones experimentales: células AGS + MSCV-vector vacío + RPMI completo + DMSO; 
células AGS + MSCS-vector vacío + RPMI completo + 10 µg/mL CSC; células AGS + vector 
EBNA-1 + RPMI completo + DMSO; células AGS + vector EBNA-1 + RPMI completo + 10 
µg/mL CSC. El ensayo de proliferación post-transducción de las células AGS (Figura 10), 
muestra, inicialmente, una tendencia al aumento de la viabilidad en aquellas células AGS que 
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expresan EBNA-1 y que son expuestas a CSC, en comparación a las otras condiciones, y en 
especial a las células AGS transducidas con vector vacío y expuestas a CSC. Se observa un 
cambio evidente en el crecimiento de las células que expresan EBNA-1 y expuestas a CSC a las 
72 horas, mientras que en ese mismo tiempo, las otras condiciones experimentales no muestran 
cambios significativos. Estos datos sugieren que ésta diferencia puede deberse al rol en conjunto 
desempeñado entre EBNA-1 y CSC. El mecanismo mediante el cual esta interacción funcional 
podría ocurrir es desconocido.  
El ensayo clonogénico permite complementar los resultados obtenidos anteriormente, 
debido a que este ensayo caracteriza el proceso de formación de colonias en células que crecen en 
adherencia. (Chen et al. 2017). Una condición relevante de este ensayo es la siembra de igual 
cantidad de células, tanto para las células AGS transducidas con vector de expresión retroviral 
EBNA-1 como para las células AGS transducidas con vector de expresión retroviral vacío. En 
este ensayo, se observó un aumento significativo en el número de colonias de células AGS que 
expresan EBNA-1 y expuestas a CSC, en comparación a las otras condiciones en estudio (Figura 
11). Tomados en conjunto, los datos obtenidos permiten sugerir que EBNA-1 y componentes del 
humo de cigarrillo colaboran para promover alteraciones en la proliferación celular y su 
capacidad de formar colonias.  
La migración celular es un proceso biológico muy relevante en el desarrollo y 
mantenimiento de los organismos pluricelulares. Este es un proceso normal en las células y está 
extremadamente regulado. Un desequilibrio en este proceso es común durante la metástasis, por 
la capacidad de las células tumorales de adquirir la capacidad de migrar a distancia, infiltrar e 
invadir nuevos tejidos (Yarrow et al. 2004). Los ensayos de migración, que van desde un ensayo 
de cierre de herida tradicional y básico, a un sistema más complejo como el transwell, permiten 
caracterizar y cuantificar la capacidad de migración de las células, bajo determinadas condiciones 
experimentales (Gibbs et al. 2013; Kovaříková et al. 2014; Marshall, 2011).  
En la presente tesis, mediante el uso del ensayo transwell, se observó un aumento 
significativo de la migración en aquellas células AGS transducidas con el vector de expresión 
retroviral para EBNA-1, pero no en las células AGS transducidas con el vector vacío, ya sea en 
presencia de DMSO o CSC. Cuando se comparan las células AGS transducidas con vector 
codificante para EBNA-1, con y sin CSC, no se observan diferencias significativas entre ellas. 
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Esta observación sugiere que componentes del humo de cigarrillo no aportan capacidad 
migratoria adicional a células que expresan EBNA-1. Sin embargo, hay una diferencia 
estadísticamente significativa en la migración en células AGS que expresan EBNA-1 y expuestas 
a CSC respecto de aquellas células AGS transducidas con vector vacío, independiente de la 
exposición a CSC. Estos datos sugieren que EBNA-1 por si sola es capaz de inducir un 
incremento en la capacidad migratoria de células de cáncer gástrico, y que el humo del cigarrillo 
no aporta significativamente a dicha capacidad. Por otra parte, en el ensayo de cierre de herida, 
fue posible observar que la exposición a CSC confiere a las células AGS que expresan EBNA-1 
un aumento significativo en su capacidad migratoria. El ensayo de migración mediante transwell 
y el ensayo de cierre de herida son complementarios. Sin embargo, uno de los factores relevantes 
en su interpretación es el tiempo de incubación para permitir la migración celular. En este 
sentido, el ensayo de transwell fue realizado durante 7 horas, mientras que el ensayo de cierre de 
herida fue realizado durante las 18 horas (Marshall, 2011). Se ha sugerido que este tiempo de 
migración podría generar un cambio en la interpretación de éste ensayo, puesto que lo observado 
podría corresponder a proliferación y no a migración celular. En este sentido, el resultado 
observado en el ensayo de cierre de herida es concordante con los datos obtenidos en los ensayos 
de viabilidad y clonogénico, en donde muy claramente se detectó un incremento en las 
propiedades proliferativas y clonogénicas en las células AGS que expresan EBNA-1 y que son 
expuestas a CSC, respecto de las células control (vector vacío) y no expuestas a CSC.  
La migración celular es una capacidad incrementada en células cancerígenas y asociado al 
proceso de metástasis. Sin embargo, como se ha mencionado, es importante controlar la tasa de 
proliferación de dichas células, incubando a tiempos relativamente cortos. Tomados en conjunto, 
los datos obtenidos permiten sugerir que la presencia conjunta de dos agentes carcinogénicos, 
como es una proteína viral (EBNA-1) y un agente químico complejo (condensado de humo de 
cigarrillo) incrementan significativamente las propiedades migratorias y de formación de colonias 
de células tumorales gástricas (Figuras 12 y 13).   
El crecimiento independiente de anclaje es la capacidad que tienen las células tumorales 
de formar colonias en un soporte semisólido (Borowicz et al. 2014). Por lo tanto, este ensayo, 
también llamado soft agar, constituye un ensayo de capacidad tumoral in vitro y es 
tremendamente útil en establecer cambios en las propiedades tumorales de células en cultivo. 
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Además, es complementario a los ensayos in vivo, en los cuales se evalúa la capacidad tumoral en 
animales de experimentación como ratones nude. Además, el ensayo soft agar permite una 
evaluación semi-cuantitativa de la capacidad de crecimiento independiente de anclaje, en 
respuesta a varios tratamientos y condiciones distintas. El objetivo fundamental de ésta técnica es 
evaluar la pérdida, por parte de las células tumorales, del control de anoikis. El anoikis 
corresponde a un tipo de muerte celular programada, inducida por la pérdida de anclaje de la 
célula a la matriz extracelular, o porque las interacciones célula-matriz son insuficientes o 
inapropiadas (Frisch et al. 1996), así interrumpiendo la ligación con integrinas. El anoikis evita 
que las células epiteliales colonicen sitios distintos, y por eso es esencial para la homeostasis y el 
desarrollo de los tejidos (Taddei et al. 2012).  
Hay evidencia que este proceso está relacionado con las integrinas, las cuales son 
glicoproteínas integrales de la membrana plasmática que intervienen en la adhesión de las células 
con la matriz extracelular, en su migración, en la organización del citoesqueleto y en la 
transducción de señales (Frisch y Ruoslahti, 1997). De hecho, se comprobó que la pérdida de 
anclaje de determinadas células epiteliales provoca una fuerte activación de caspasa-8 y caspasa-
3 (Rytömaa et al. 1999). La activación secuencial de las caspasas juega un rol central en el 
proceso de apoptosis. Ciertos estudios han revelado que la línea celular AGS no se comporta de 
forma ideal en este ensayo, es decir, aun tratándose de una línea celular de origen tumoral, las 
colonias formadas no son fácilmente observables a simple vista, como si ocurre con otras líneas 
celulares (Jiang et al. 2012). Es por ello, que se usó como control positivo del ensayo la línea 
celular A549, la cual corresponde a un adenocarcinoma pulmonar. En efecto, la línea celular 
A549 demostró formar colonias de mayor tamaño, y observables a simple vista, lo cual ha 
validado los resultados obtenidos (Muñoz et al. 2012).  
El resultado obtenido, muestra que las células AGS que expresan EBNA-1, en presencia y 
ausencia de CSC, forman mayor número de colonias, respecto de las otras dos condiciones ya 
establecidas. Sin embargo, cuando se comparan ambas condiciones, hay un incremento en la 
formación de colonias de las células AGS que expresan EBNA-1 y están expuestas a CSC, 
respecto a las células AGS que expresan esta proteína y no están expuestas a dicho condensado 
(Figura 14). Estos resultados permiten confirmar que la expresión de EBNA-1 y exposición a 
condensado de humo de cigarrillo, aumenta las propiedades proliferativas, tumorales y de 
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formación de colonias de células epiteliales gástricas. El conteo se realizó mediante el programa 
ImageJ (National Institute of Health)  
La transición epitelio mesénquima (TEM) es un conjunto de eventos que permite la 
conversión de células epiteliales en células con fenotipo mesenquimal, lo cual ocurre mediante la 
pérdida de la polaridad celular, capacidad de adhesión, y la ganancia de propiedades migratorias 
e invasivas. La TEM en es muy relevante durante la metástasis en progresión tumoral. Además, 
este proceso tiene una importancia biológica en desarrollo embrionario, puesto que es esencial 
para el desarrollo y formación de mesoderma y tubos neurales. La TEM e iniciación de 
metástasis requieren un incremento en la capacidad migratoria e invasiva de las células, lo cual 
involucra cambios en los niveles y activación de un conjunto de biomoléculas (Hanahan y 
Weinberg, 2011).  
Uno de los marcadores epiteliales más estudiados son moléculas de adhesión como E-
cadherina. Esta proteína, también llamada cadherina-1, es codificada en humanos por el gen 
CDH1, y es un gen supresor de tumores (Huntsman y Caldas, 1998). Es una glicoproteína de 
adhesión célula-célula dependiente de calcio, compuesta de cinco repeticiones extracelulares de 
cadherina, una región transmembrana y una cola citoplasmática altamente conservada (Van Roy 
y Berx, 2008). La acumulación progresiva de mutaciones somáticas en diferentes genes, 
caracterizan el proceso de tumorigénesis. Es aparente que las malignidades epiteliales puedan, en 
ciertos aspectos, ser explicadas por alteraciones en las propiedades adhesivas de células 
neoplásicas (Pećina-Šlaus, 2003). Mutaciones en E-cadherina ha sido descrita en variados cáncer 
humanos, incluyendo ovario, tiroides, mama y estómago (Berx et al. 1995). Se ha reportado que, 
durante la TEM, disminuyen los niveles de E-cadherina. Uno de los mecanismos involucrados en 
tal disminución es la metilación aberrante de su región promotora, la cual contiene abundantes 
dinucleótidos CpG (Zhou et al. 2005). Incluso, se ha sugerido que la metilación aberrante del 
promotor de E-cadherina, podría constituir un biomarcador de desarrollo de CG (Wen et al. 
2017).  
En ésta tesis, se encontró una significativa disminución de transcritos de E-cadherina en 
las células AGS que expresan EBNA-1, respecto de las células control (Figura 15). Sin embargo, 
no es posible establecer cuál fue el mecanismo mediante el cual ha ocurrido tal disminución. Hay 
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evidencia que ciertos oncogenes virales son capaces de inducir la actividad de DNA 
metiltransferasas como por ejemplo E6 y E7 de virus papiloma humano (Sen et al. 2018). 
Otro marcador estudiado fue la vimentina. Ésta es una proteína estructural que, en 
humanos es codificada por el gen VIM. Es una de las proteínas fibrosas que forman los 
filamentos intermedios del citoesqueleto intracelular, en particular en células embrionarias, 
ciertas células endoteliales, así como en las células sanguíneas. El monómero de vimentina tiene 
un dominio alfa hélice central, además de un dominio amino no helicoidal en la cabeza, y un 
dominio carboxilo en la cola (Fuchs y Weber, 1994). Esta proteína juega un rol importante en el 
apoyo y anclaje de los organelos en el citosol (Katsumoto et al. 1990). Además, es expresada en 
células mesenquimales, por lo que es usado como biomarcador de células que están 
experimentando transición epitelio-mesenquimal (TEM), durante desarrollo normal y progresión 
metastásica (Vuoriluoto et al. 2011). Ha sido utilizado además, como un marcador tumoral de 
sarcoma para identificar mesénquima (Leader et al. 1987). Se ha reportado también, que niveles 
estadísticamente significativos de metilación de vimentina han sido observados en ciertas 
patologías gastrointestinales, como adenocarcinoma de esófago y cáncer gástrico del tipo 
intestinal (Moinova et al. 2012). En esta tesis, no se observó un cambio significativo en los 
niveles de vimentina en presencia de EBNA-1 (Figura 16). Se esperaba encontrar un aumento en 
los niveles de este biomarcador en las células AGS que expresan EBNA-1, comparado con las 
células AGS que no lo expresan, debido a que, como se ha visto en esta tesis, si EBNA-1 tiene 
relevancia con el incremento en las propiedades migratorias de estas células, era posible que los 
niveles mesenquimales de la TEM estuvieran en aumento en este caso. Es posible que el no 
encontrar cambios tenga relación con el momento de medición de transcritos, debido a que pudo 
haberse extraído en momentos de mayor transición epitelial que mesenquimal. 
Tomados en conjunto, los datos obtenidos en los ensayos anteriores no permiten 
determinar que EBNA-1 tiene una participación en la TEM. Se requieren experimentos 
adicionales, incluyendo realizar réplicas biológicas de estos ensayos, debido a que estos 
resultados representan una muestra biológica. Además, se debe estudiar otros biomarcadores, 
para establecer los niveles de expresión de ciertos factores de transcripción relevantes en este 
proceso como SLUG, ZEB y SNAIL. Finalmente, se debe incorporar la realización de ensayos 
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para determinar la expresión a nivel de proteína usando western blotting o inmunofluorescencia, 
los cuales serían relevantes para complementar estos datos.  
Los ensayos de progresión tumoral son importantes para observar cambios en la 
proliferación, invasión y metástasis de las células epiteliales, y necesarios para discernir sobre las 
características que puedan incorporar, a dichas células, el contacto con agentes que otorguen 
condiciones relevantes a ellas (Qiu et al. 2014). Los resultados expuestos en ésta tesis sugieren 
que la co-localización de EBNA-1 y componentes del humo de cigarrillo en células epiteliales 
gástricas, se traduce en cambios en las propiedades proliferativas y tumorales de dichas células.  
En relación a EBNA-1, se ha reportado que ésta proteína ha sido detectada en las células 
tumorales, en un caso de enfermedad de Hodgkin, asociada con infección crónica de VEB, y 
genomas de VEB han sido encontrados, tanto en extracto de ADN de tejido dañado, como en 
células tumorales (Pallesen et al. 1991). Además, se sabe que EBNA-1 se encuentra expresada en 
todas las líneas celulares linfoideas transformadas, y en tumores asociados con VEB, además de 
estar relacionado con formación tumoral en carcinoma nasofaríngeo (Raab-Traub, 2002). Ciertos 
estudios han demostrado que el uso de un inhibidor basado en péptidos que produce 
luminiscencia cuando se une a EBNA-1 dentro del núcleo de células VEB positivas, puede 
regular la formación del homodímero EBNA-1, e inhibir selectivamente el crecimiento de 
tumores positivos para VEB en células de carcinoma nasofaríngeo (C666-1 y NPC43), y células 
Raji de linfoma de Burkitt. Se ha demostrado que éste inhibe en hasta un 93% el crecimiento de 
tumores positivos para VEB en ratones (Jiang et al. 2017). Lo observado en esta tesis sugiere que 
la mera expresión de EBNA-1 incrementa las propiedades proliferativas y tumorales de estas 
células epiteliales gástricas, sugiriendo que ésta proteína tiene un rol central en las alteraciones 
moleculares y fenotípicas de CGaVEB. Se requieren ensayos adicionales para establecer cómo 





7. Conclusión y Proyecciones 
Los resultados presentados en esta tesis permiten aceptar la hipótesis de trabajo que 
establece “La interacción funcional entre la oncoproteína EBNA-1 de VEB y los componentes 
del humo de cigarrillo en células de cáncer gástrico está asociado con un aumento en las 
propiedades proliferativas y tumorales”. 
Se requieren estudios adicionales para un mejor entendimiento de la interacción funcional 
entre EBNA-1 y componentes del humo de cigarrillo. Por ejemplo, ensayos in vivo son 
necesarios para confirmar los resultados obtenidos en ésta tesis, utilizando muestras clínicas o 
mediante modelos animales. Un desafío futuro relevante será establecer las vías de señalización 
involucradas en la cooperación entre EBNA-1 y humo de cigarrillo y como ambos factores en 
conjunto, son capaces de inducir estrés oxidativo, el cual está involucrado tanto en la iniciación 
como en la progresion tumoral. En éste sentido, el poder disectar y conocer los componentes 
específicos en el humo de cigarrillo (ej. benzopireno, nitrosaminas, etc) involucrados en el 
interplay con EBNA-1 será de enorme relevancia.  
Los datos obtenidos en ésta tesis que involucran la transición epitelio-mesénquima deben 
ser confirmados y complementados con marcadores adicionales y además, se deberían evaluar los 
niveles de expresión de genes relacionados con apoptosis y metástasis.  
 El conocimiento de la función que ejercen el humo del cigarrillo y la infección por VEB 
en cáncer gástrico, como también las vías de señalización involucradas, puede permitir la 
identificación de eventuales blancos terapéuticos. Además, las eventuales herramientas 
preventivas de la infección, como vacunas, podrían en el futuro tener impacto en la disminución 
de las tasas de prevalencia y mortalidad de esta enfermedad. En consecuencia, herramientas 
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